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　 腎 細 胞 癌 は 初 診時 す でに 遠 隔 転 移 を 有す る もの が約
30%をしめ1・2),腎摘 除 術 後 に 転移 が 出現 す る 症 例 も
加 え る と約 半 数 が 転移 を有 しz),しか も この よ う な 進
行 した 腎 細 胞癌 の 予後 は きわ め て 不 良 で あ る1-4).化
学 療 法 も従 来 か らさ ま ざ まな 方 法 で行 な わ れ て き た
が,い まだ,適 切 な 治療 法 は 確 立 され る に至 って い な
いa'8》.近年 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 有 効 性 が 注 目 さ
れP,11).また 新 しい観 点 に 立脚 した免 疫 療 法 剤 も試 み
られ て い るがL2・13),その有 効 性 は 当初 期 待 され た ほ ど
の もので は な く,再 度 化 学 療 法 の検 討 に 関 心 が 高 ま り
つ つ あ る.と く に 近 年in　U71YOおよびin　UtUOでの
薬剤 感 受 性 評価 シス テ ムが 進 歩 し,臨 床 へ の フ ィー ド
バ ッ クが 比 較 的 容 易に な った こ とも背 景 の ひ とつ に 挙
げ ら れ る で あ ろ う.な か で も1977年Salmon&
Hamburgerら14)によ り開 発 さ れ たhuman　 tumor
cell　colony　forming　assayは臨 床 効 果 と高 い相 関 を
もつ 抗 癌 剤 ス ク リー ニ ン グ法 と して,と くに 腎細 胞 癌
にお いて は 高 い コRニ ー形 成 率 が 得 ら れ る た め,近
年,諸 家 に よ り多 くの 報告 が な され て い る15～17).こ







　　　　　　　　獅 。鰯 霧.,　 　 1〃渤守
rig.1.　Microphotographic　view　of　NC-65
　 　 　 　 cells.　　Polygonal　epithelial　cells
　 　 　 　 cover　the　plastic　vessels.　　Reduced
　 　 　 　 200times　by　a　pbasecontrast　micro-
　 　 　 　 scope.
Table　1.　Biological　characteristics　of　NC-
　 　 　 　 　 65　cells.
Origin　Renel　cell　carcinoma
　 　 　 　 6アyo　male






ど有 効 薬 剤 は皆 無 とい うので は な く,投 与 法 を い ま一
度 吟味 す る価 値 の あ る 薬 剤 も知 られ て い る.
　 しか し,従 来 の 制癌 剤感 受 性 試 験 で は,固 形癌 に対
して,薬 理 学 的特 性 を も考 慮 した 併 用療 法 の 検 討 は 困
難 で あ り,報 告 は 少 な い18).in　UitYOでのcell　kinc-
ticsからみ た 薬 剤 の効 果 検 討 は,　in　UIUOよりも容 易
か つ 正 確 で あ り,臨 床 応 用 へ の 貴 重 な基 礎 的 デ ー タを
提 供 す る も ので あ る.と くに,従 来radio　autogra-
ph(RA)に よ り行 な わ れ て きた 細胞 回転 の研 究 は,
flow　cytometry(以下FCM)の 開 発 に よ り,近 年
飛 躍 的 な進 歩 を遂 げ て きた19).そこ で 今 回著 者 は ヒ ト
腎 細 胞癌 継 代 培 養 株NC-65細 胞 を対 象 に,ま ず独 自
の 工 夫 を加 えた 薬 剤 感受 性 試験 を用 い て 有 効 薬 剤 の
ス ク リー ニ ングを 行 な い,こ れ らの薬 剤 を どの よ うに
併 用 すれ ば最 も 効 果 的 で あ る か を,FCMを 用 い
cell　kineticsの面 か ら も検 討 した の で 報告 す る.
材料ならびに方法
　 細 胞
　 実 験 に 使 用 した 培 養 細 胞 は,1976年Hoehnら201
に よ って,67歳 男子 腎細 胞 癌患 者 の 原発 巣 よ り樹 立 さ
れ たNC-65細 胞 で,培 養 皿 上 で 単 層 に 増 殖 す る
(Fig.1).その 生物 学 的特 徴 を,　Table　lに 示 す が,
こ の細 胞 のplating　efficiencyは比 較 的 低 く,少 数
の 細 胞 を培 養す る コ ロニ ー形成 法 に は不 適 当 で あ る.
細 胞 は]0%FCS添 加Eagle's　MEM(大 日本 製 薬,
東 京)を 基 本 培 養 液 と し,通 常,1週 間 ご とに0.25%
ト リプシ ン(阪 大 微 研)処 理 後,フ ラ ス チ ・ クシ ャー
レ(Corning　25010)を培 養 皿 と して,5%Co2環
境下 に て継 代 培 養 され た.
　 実験1
細 胞増 殖 曲線
　 上記 の直 径6cmの 培 養皿 の培 養 面 に,　Aか らPま
で,560μm四 方 の 計16区画 の桝 目を 刻 印 し,NC-65
細 胞 をlxlO4/mlの単 離 細 胞 浮 遊 液 と し,均 等 に 接
種 した.A群 と して,シ ャー レ7枚 に つ い て,連 日7
日 目ま で写 真 撮 影 し,観 察 区域 内 の増 殖 比 率 を 算 出 し
た,B群 と して,無 作 為 に連 日7枚 の シ ャ ー レを取 り
出 し,細 胞 剥 離 後,ト リパ ン ブル ー不 染 の 生 細 胞 数 を
血 球 計算 盤 に て 計 算 し,増 殖 率 を 求 め た.A,　 B　2群
の増 殖 比 率 の 乎 均 値,お よび標 準 偏 差 を 求 め ,片 対数
グ ラ フ上 で 比 較 した.
　 実 験2
有効 薬剤 の 選 定
a.薬 剤
　 計8種 類 の 薬 剤 に つ い て,臨 床 投 与 時 の 末 梢 血 中濃
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度 を 参 考 と して,濃 度設 定 の予 備 実験 の後 に,1薬 剤
に つ い て5段 階 の 濃 度 に つ い て実 験 を 行 な った(Ta-
Lyle　2).
b,方 法
　 Fig.2に示 す ご と く,　l　x　lO4/ml　flhlの細 胞 を 接 種
し,48時間 後 に薬 剤接 触 前 の観 察 区 域 内 を あ らか じめ
写 真 撮 影 した のち,各 薬 剤 を2時 間,あ るい は24時間
接 触 し,phosphate　bufferd　saline,　Ca・Mg　free
(以下PBS(一))で 洗 浄 し,培 養 液 を3ml加 え静
置培 養 した.薬 剤 接 触96時間 後,こ の 区 域 を写 真 撮 影
し,薬 剤接 触 前 後 の フ ィル ムを比 較 し,薬 剤接 触 前 に
3
比べ 明 らか に 増 殖 を 示す コYニ ー 内の 細 胞 数 を 数 え,
対照 群 に対 す る増 殖 比 率 を算 出 し,こ れ を 片対 数 表上
にplotし て,　dosc　rcsponsc　curveをf'r=成し た.
得 られ た 曲 線 か ら,50%増 殖 抑制 す る 濃 度(以 下
IC50)を算 出 し,　in　U7UOにおけ る マ ウ スのLD50
との 比 を有 効 係 数(以 下EI)と し,臨 床 的 な有 効 性
を 示 竣 す る指 標 と した.実 験 は原 則 と してtriplicatc
で3回 繰 り返 し,平 均値 お よび 標 準 偏 差 を 求め た.
　 実験3
各 薬 剤 の細 胞 回 転 に 及 ぼす 効 果






















(VCR)　 　 5x10-4.7.5x10・4,10冒3.2,5x10-2.5x10-3　 　 io-3,5x10-3.10幽2.2,5x10.2,5x10曽z










　 　 　 　 　 　 　 in　MEM　 medium












　 　 　 　 、C50
　 　 　 　 　i




(cQ)の3剤 に つ い て,　FCMを 用 い,各 薬 剤2時
間単 独接 触 で増 殖 を 約32%抑制 す る低 濃 度 群(VCR
I×]0-2/ml,　ADM　2×lo-2/ml,　CQ　1.2×10-2/ml)と,
約50%抑制 す る中 濃 度 群(vcR　 i.s×10-z/ml,　ADM
3xlo-21m1,　CQ　1.8x10-2/ml)の2種類 の濃 度 に お け
る薬 剤 接 触 後 のDNAヒ ス トグ ラムの 継 時 的変 化 を 検
討 した.方 法 は,Fig.3の ご と く,細 胞 数 を5×104/
mlに 調 整 し,培 養 フラ ス コ(Corning　25100)に細
胞 浮 遊 液6mlを 入 れ 培 養 した.培 養48時間後 に,そ
れ ぞれ の濃 度 の薬 剤 を2時 間接 触 させ,PBS(一)で
洗 浄後,培 養 液 を加 え,静 置 培養 した,そ の後,12時
間 あ る いは24時間 ご とに 細 胞 を トリプ シ ンで剥 離 し,
30%,50%MEOHで 固定 し,　RNase(0.1%Sig-
ma)処 理,　propidium　iodide(PI.　Hocchst)染色
を 行 な い,40mcmメ ッシ ュで ろ過 し,　FCM用 検 体
と し た。 使 用 し たflow　cytometerはBIO/PHI-
SICS　480Aで,得 られ た ヒス トグ ラ ムか ら,　Baisch
ら2Dの方 法 に 準 じ,各 周 期 の 比 率 を 算 出 した.実 験 は
3回繰 り返 し,各 周 期 の比 率 は そ の 平均 値 で あ らわ し
た(Fig.3).
　 実 験4
薬 剤 の 併用 効 果 の 検 討
　 VCR,　ADM,　CQの3剤 を 用 い,2剤 同 時 あ る い














































実 験1　 細 胞 増 殖 曲 線(Fig.4)
　 1×104/mlの細 胞 を培 養 した場 合,培 養 後24時間 の
lag　phaseをお い て,48時 間 後 よ りlogarithmic
phaseに入 り(倍 加 時間:25.6時間),144時 間 後 に
は,stationary　phaseに達 した.写 真 撮 影 に よ り増
殖 率 を 算定 したA群 に お い て は,培 養 後24時 間 か ら
144時間 ま で,細 胞 を 剥 離 後生 細 胞数 を 算 定 し たB
と非 常 に よ く相 関 した 増 殖 率 を示 した.前 述 の と う り,
培 養 後144時間 以 降 で は,増 殖 はplateauとな るの で,
以下 の実 験 では 培 養 後48時間 に薬 剤 を接 触 させ,培 養
144時聞 後 に お け る細 胞 の増 殖 率 を 比 較す る こと に し
た.
実 験2　 有 効 薬剤 の選 定(Fig.5a,b,　Table　3)
　 す べ て の 薬 剤 にお いて 濃 度 依 存性 に増 殖 抑 制 が み ら
れ た.な か で もVCR,　 ADM,　CQの3剤 は,2時
間 接 触 で も24時閥 接 触 に お い て も,低 濃 度 領域 か ら著
明 な増 殖 抑 制 効 果 が み られ た.こ のほ か,mitomvcin
C(MCC)が2時 聞 接 触,24時 間接 触 で も高 い 増 殖
抑制 を示 した.cisplatinum(CDDP)は,24時間 接
触 で比 較 的 強 い 抑 制 効果 を示 した の に反 し,2時 間 接

























































































































　 　 　 　 　 in　nitro(IC50)and　effective　index.






2hr unr in　viva 2hr 24hr
　 　 1.8x70'2　　1.9xlO'3　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.O　mp/kq　　333.3　　3158CD
　 　 　 m㎎ノml　　 mo9/ml
ACNU/5.665　 mp/kp/11.2mop/ml
　 　 3.Ox　10"　　2.1x10"









　 　 　 mpg/ml
　 　 1.6x10"VCR
　 　 　 m㎎ノml
　 　 104CDDP




1.7刈0'3　　 　 　 2
.1　mp/kp　131.3　　1235
mop/ml









　 　 　 　 　 and　 middle　concentration　group‐b.
　 　 　 　 　 After　48　hrs:Drug　exposure　48　hrs　after　cell　seeding
　 　 　 　 　 After　60　 hrs:Drug　exposure　60　hrs　after　cell　seeding
　 　 　 　 　 After　72　hrs:Drug　exposure　72　hrs　after　cell　seeding
　 　 　 　 　 Aresin》配=sin-1》 再
Concentration
After　48　hrs After　80　hrs After　72　hrs
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　 　 　 =29,30瓢
G2・M;32.協 覧
Gi　　　 :62.　1%

















































































































































































































































　 In　Uil7'Oにお け る制 癌 剤 感 受 性 試 験 は,新 し く開 発
され た制 癌 剤 の1次 ス ク リー ニ ング と して,あ る い は
臨 床材 料 を用 い,有 効 な薬 剤 を 選 定 し,臨 床 応 用 へ の
基 礎 デ ー タ と して,そ の果 た す 役 割 は 大 き い.し か
し,近 年 では さ まざ ま な悪 性 腫 瘍 に お い て併 用 療 法 の
有 効性 が 確 認 され,ど の よ うな 併用 を 行 な えば 最 も効
果 的 で,し か も少 な い投 与 量 で 副作 用 を分 散 で きる か
も,臨 床 医 に と って 重 大 な 関 心事 で あ る.と く に,
Skipperら22)が,　in　UtUOで,坑癌 剤 の殺 細 胞 作 用 の
cell　cycle　speci丘cityから,至適 投 与 法 に よ ってsche-
dule　dependencyがあ る こ とを 報告 して以 来,同 調
培 養 法 や,ラ ジオ ア イ ソ トー プ,FCMな どを 用 い,
抗 癌 剤 の 細 胞 周期 上 の致 死 効 果 や,細 胞 回転 に及 ぼ す









すなわちreproducting　deathを示す 細胞 を識 別




















































る相加効果,相 乗効果を示す ものが実験 的に確認 さ
れ,こ のような共同作用は臨床的にも広 く応用されて
















用についての研究は,3つ に大別 されて いる.第1













用を考慮 しつつ各薬剤 の有 効性を検討 した,VCR
は,細胞周期上の作用点はS期Y'ある とされ てい る
が,細 胞周期の進行においては,分裂 申期 でarrest
を起こし24-26,34,31》,今回の実験でも12時間後でのG2-




た.しか し,ADM接 触後VCR.を接触 させた組合わ
せでは12時間,24時間後でも増殖率に顕著な差は無か
ったことや,FCMの動きからみても,細胞回転の作用









し,細胞回転は同調して進行 してい る ものと考えら
れた.そ の効果はcycle&phase　nonspecificであ
るが,濃 度 依存性 で,短 期間でもcytocidalな効













されるため,DNA合 成期が延長 し,その結果S期 か
らG2期 への移行が阻害され,ま たG2期 から分裂
期への移行も阻害されるG2　block｢'よる分 裂遅延
も認められ ると言われている26-27・96).本実験 でも低









でG1期 が増殖 した細 胞集 団に対 して増殖 を抑






























































　 なお本研究 は一部文部省科学研究費(1981)の援助 により
行なわれ,そ の要旨は,第69回および第70回日本泌尿 器科学
会 総会(1981,1982)において口演 され た.稿 を終 えるにあ
たり,本 論 文のご指導,ご 校閲 を賜 りま した滋 賀医科 大学泌
尿器科学講座友吉唯夫教授 に感謝 の意 を表 します.ま た,本
実験 の計画 に際 し,尿路腫瘍 の全般 にわた り,懇切 なご指導
をいた だいた京都大学 医学部泌尿器科f　 室吉 田修教授 に深
謝 いた します 。 さらに,培 養 細胞を用いた感受性試験 や,
Flow　cytometryについて,終 始適切 な助習 とこ指遜 をいた
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